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FlĄoLoGlA I PAToLoGlA RoZRODU
ORAZ SZTUCZNE UNASIEN|ANIE

Postępy w biologii gomet. l. Problemy u somców *)

lizjoloBii i Biochemii sekcji Rolniczej

Przegląd zagadnień z zakresu biol,ogii ga-
met, stosownie do życzenia organizatorów
kongresu, będzie przedstawiony w dwóch częś-
ciach. Mnie przypada w udziale omówienie
problemów związanych z komórka,mi rozrod-
czymi samca, a problemy dotyczące sał-nicy
przedstawi profes,or Thibault.

Z ptzyjernnością skorzystałem z propozycji
przygotowarria tego referatu, gdyż odczuwam
obecne zaproszenie jako znak śctisłej współpra-
cy w zakresie biologii rozrodu między pracow-
nikami nauki Krakowa i Cambridge. Wspólne
wysiłki badawcze sięgają wielu lat wstecz. Je-
dno z owocnych osiągnięć wcześniejszej współ-
pracy p,ozwolę sobie nazwać: jagnięciem - u-
rodzonym przed 40-tu laty (w dni,u 2B.IV.1936
r.), a ochrzczonym ,,Lotnik". Ojcem tego nie-
zwykłego zwierzęcia był tryk rasy Suffolk, któ-
rego nasienie pobrał w Cambridge Artur WaI-
ton i przesyłką iotniczą w termosie z 1,odem
wysłał do Polski, gdzie R,oman Prawocheński
z Uniwersytetu Jagiell,ońskiego lżył je do za-
płodnienia owcy rasy biała świniarka, która
w wyniku tego p,ierwszego eksperymentu stała
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się matką ,,Lotnika". To jest chyba znamienne,
że nasz gosp,odanz Władysław Bielański jest
uczniem Prawocheńskiego i był także wprowa-
dzony w badania nad ple,mnikami przez Wal-
tona.

Od czasu szczęśIiwego wydarzenia urodzenia
,,Lotnika" został dokonany wiele znaczący po-
stęp w biologii nasienia, ale w moim referacie
zamietzam omówić tylko niektóre kierunki jako
przykłady dróg, którymi biegnie obecnie postęp
w badaniach nad nasieniem samców.

Podejście metodologiczne

Więlcszość osriągnięć w ostaltnich badaniach
z-astało dokonanych dzięki postępowi metodoIo-
gi,cznemu. Pomiary korncentracji i ruchliwośei
pl,emników mogą być wykonane olb,ecnie bar-
dziej obiektywnymi m,eto,dami, z który,ch ostat-
nio zasługuje na szczegar:,ą uwagę innowacja
wpnowadzona przy anałizie obrazu plemników
komputerem, albo specjalnym urządzeniem,,Qu-
arrtirnet" (4). Wzrosło też zas,tosowa,nie mi[<ro-
skopu elektronowego dzięki czemu ustalołro
zal errości między róż,rrymi typami nie,prawi,dło-
wości w ejakutowanych plemnikach, a zabvrze-
niami w czasi,e spermatog,enezy i dojrzewania

. ")_Referat lvygłoszony na VIII Mięatzynarodowym Kongre_
iie F_o_49d9 i sztucznego UnaslenlAnla z$rieruąt, Krafiów
12_16,vI[.1976 r_

643



Nr 11 MEDYCYNA W ETERYNARYJNA Rok XXXII

płemrrików w najądrzu. 'Ien s,posób badania
okazał się specjalnie wartościowym w bada-
niach przy,czyn obniżonej płodności samców
dużvch zwie,rząt gospo,darslkich i zapewnia bar-'
dziej skuteczne wykorzystanie spermiogramów
(2).

Zarowno w badaniach ultrastruktury jak i
biochemicz,nych zaznacza się wyraźnie przesu-
nięcie punktu cięzkości z obserwacji całego ple-
mnika na izolowane organelła plemni,ka.

Stało się to rnozliwe dziQki rozwinięciu me-
tod mechanicznego i chemi,cznego oddziełania
błony komó,rkowej plemnika, akrcsomów, ją-
dra, m,itochonclriów, krope1 ,cytoplazmatycz-
nych i innych komponentów (axo,nem). Poddb-
na tendencja zaznacza się w badaniach komó-
rek rozrodczych przecho,dzących rozwój rv ją-
drach (testes). Istotnie wzrasia w5łkorzystanie
izolowanych kanalikól,v nasieniotwórczy,ch dla
badań na,d sp,ermat,ogenezą, a fragmen,ty komó-
rek ]są używane do śledzenia biołogicz,nych pro-
ce,sów związamych z poszczegól,nymi stadiami
spermatogenezy - spe,cjałna technika (Staput)
umożl,iwiła r.ozdzielenie poszczególnych tvpów
komórek rozrodczych w zależności o,d szybko-
ści ich sedvmentacji,

Hodowla tkanek jest dalszym przykładem
przystosowarria nowej drogi laboratoryjnej do
Joadania komórek tozrodczych męskich. Nalezy
tu cienkowarstwowa hodow]a kanalików na-
sieniotwórczych do wykazania tworzenia się te-
stosteronu z najbliższych prekurso,rów stero-
idów (5); wysiłki te umożliwiły odtworzenie żn
użtro wczesnych stadiów spermatogenezy (13).
Także powodzenierrl zakończyły się ekspery-
merrty z uzyska,niem hodołv(i tkankowych ka-
nalików przewodu nasieniowodu rv badaniach
nad doirzew&D,i€m plemników (12).

Nowe wiadomości dotyczące akrosomu i jądra
plemnika

Na drodze łączenia obserwacji ultrastruktury
z ana]izarni biochemicznymi, został dokonany
duży krok naprzód w badarriach nad dwoma
głównymi składnikami główki plemnika tj. nad
akrosomem i jądre,m. Bardzo istotnym odkry-
ciem stało się uzyskanie danych, ze akrosom
jest specjalną lormą lizosową, rozwinię|ą dla
umożliwienia penetracji plemnika do komórki
jajowej (1).

Jednym z enzymów lizos,omalnych akrosomu,
którv wydaje się być bezpośrednio związany
z penetracją otocz'ki przejrzystej jest akrosin.
Enzvm ten może być unieczynrrriany przez inhi-
bitory akrosinu, któ,re występują w osoczu na-
sienia, Mozna pTzypll137ęrać że te inhibitory łą-
czą się z akrosinem tylko w plemr ikach usz-
kodzotrych, albo ze zrtiszczortyrr' akrosomem i
ze te inhibitory działają na drodze zapobiega-
nia dostania się do komórek jajowych uszko-
dzonych plemników.

Odnośni,e iądra plemnika i jego funkcji, za-
interesowania przenoszą się z badań nad ana-
Iizą DNA samej na badanie kompleksu DNA-
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białko, W przeciwieństwie do wcześniejszych
poglądów zmien,ność zawartości DNA iako ta-
łieJ nie jest koniecznl,e zwlązana z obrriZo.rą
płodnością samców zwlerząt gospodarskich, a
takze okazało się, że nie istnieje ,istotna róż-
nfca w zawartości DNA między plemnikami
normalnymi, a plemrnikami o nien,ormalnym
kształcj,e główki (7),

Natomiast okazało się, że niektóre formy ob-
niżon,ej płodn,oś,ci u samców są związane z u-
szkodzeniem struktury kompleksu DNA-białko,
co moze występować albo w związaniach mię-
dzy DNA a białkarni jądra, albo w salnym
białku. Uważa się że w jądrach (testżs) białko
iądra komórł<owego przechodzi serię kolejno
fosforyl,acii i def,osforylacji, w czasie których
DNA-białko sta,ie się stopniowo bardziej ścisłe
i bardziei stabrilrre.

Równooześnie obniza się zd,olność jądra ko-
mórkowego plemnika do barwienia się odczyn-
ni'kiem Feulgena. W przeciwieństwie do daw-
nych poglądów obecnie wiemy, ż,e obrliżenie s,ię
wraz]iwości na to barwienie nie jest spowodo-
wa]ne przez redukcję zawartości DNA, ale jest
wvnikiem zmian w stanie wiązań DNA-białko
(6). Zmianom tym przypuszczalnie towarzyszą
rórvn,iez przeksztaŁcenia wiązań białkowych Sh
w mostki S-S.

Specjalne zainteresowanie budzi odkrycie, ze
lrtożna rozróżnic luCzkie plemniki, które są no-
śnikami x i y chromosomów, na drodze bada-
nia i właściwości fluorescencyjnyrch w świetle
ultrafio]etu po zabanvieniu kwinakryną (qui-
nacrine musturd).

Jezeli podobne właściwości udałoby się wy-
kazać w plemnikach zwierząt gospodarskich, to
prowadziłoby to do rozrxz,inięcia szybkich prób
pilemników zawieraiących x i y chromosom do
odpowiednich frakcji nasienia przygo,towanego
do sztucznego unasieniania. Dotyctr,czas iednak
nie udało się uzys,kać zadowal.ającego rozdzie-
Ienia na drodze elektrof,orezy, sendymentacji
i innych metod, Bardziej obiecującym podej-
ściem może byc uży,cie sp,ecyficznych antyge-
nów plemników; taka meboda w zastosowaniu
do myszy, podarł,ana iest jako częściowo sku-
teczna.

Głębokie zamtażanie nasienia

o history,czflym znaczeniu jest wiadomość, że
niektóre próbki nasienia buhaja, które były za-
dawane gli,c,erolem i przechowywane w COz
(-79'C) przez praw.ie ćwierc wieku zawierają
ieszcze zywe plemniki i użyte do sztuczneg,o
unasienian,ia pozwalają na produkcję normal-
nego plzychówku. Na przestrzeni ubiegłego ok-
resu czasu, li,czne usprawnienia zostały doko-
nane w przechowywaniu nasienia mrożonego,
a użyci,e płynnego azotu (-196oC) jest ogólnlie
stosowaną metodą w praktyce. Mimo tego po-
zostaią jeszcze niektóre nierozwiązane proble-
my w przechowywaniu nasien,ia. Jednym z ta-
kich iest wys'tępowanie rózrric w ,;zamrażalno-
ści" nasienia pobieranego od poszczególnych
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zwierząt tego samego gatunku co zostało wyka-
zane ,w eksperymentach Stewarta i wsp. (14)
nad unasienianiem krów mieszanym nasieniem.
Przy unasielrr,iani,rr nasieniem świeżym, zawie-
rającym równą ilość plemników od 4 buhajów
okazało się, ze ]i,czba p,otomstwa uzyskaneg,o pc
każdym z nich była taka sam,a, ale kiedy kro-
wy były unas,ieniane nasieniern tych samych
buhaiów, ale poprzednrio za,mtożonym przed
zmieszaniem, jeden z 4 buhajów był ojcem az
500/o potomstwa. Taikże brak narn zad,owalają-
cej odp,owiedzi na pytariie dlaczego nasienie,
które po rozmrożeniu wykazuje zadowalający
ru,ch plemników, niekonie,cznie musi posiadać
z,dloln,ość d.o zapłodni,enia. To zagadnienie do-
ty,czy w wysoklm stopniu nie tylko zwierząt
gospodarskich, a także ezŁowieka, gdyż następ-
stwa mogą być znacznie gr,oźniejsze ze wzglę-
du na ewentualne uszkodzenia genetyczne oj-
cowskiei chromatyny na skutek zamtażania i
tozmrażania nasienia.

każdy gatunek pod tym względern wykazuj,e
specyficzny problem i miary skuteczności osła-
niania plemników buhaja przed uszkodzeniem
w czasie zamrażanta i nozmrażlania nie mogą
być stosowane d,o człowi,eka. Podo,bna sytua,cja,iest w odniesieniu do wrazłiwości na wstrząs
chłodowy. Uważa się, ze plemniki człowieka
znoszą nagłe o,chłodzenie do temp, nieco po-
nad OoC znaczTlle lepiej niz plemniki buhaja,
ale plemni'ki knura są najba,rdziej wrazliwe na
schładzanie, nawet iezeli ten proces przebiega
stosunkowo p,owoJ.i,

Takze skuteczność osłaniających dodatków
jest rózna u poszczegóInych gatunków, U knura
spośród kilku badanych fosfolipidów, seryna
fosfatydylowa okazała się naibardziei skute,cz-
na ,w osłonie plemników przeciwko niekorzyst-
nym efektom zarnr,ożenia (3).

W naszym ]aboratorium poświęcono wiele
wysiłkó-w dla zbadania jakie biochemicznę me-
chanizmy biorą udzi,ał w procesie starzenia się
plemników w czasie ich przechowywania, a
takze w rezultacie wstrząsu chłodowego (B, 10,
15).

Międzv innymi stwierdziliśm:ry, że wyciekanie
mię,dzykomórkowych składników wńnych ży-
ciowo, taklich iak cykliczny mon,ofosfo,ran ade-
nozyny, iest jednym ze ziawisk związanych ze
starzeniem się plemników. Tworzenie się nad-
tlenków lipidowych (lipid peroxides) z plazma-
logenu plemnika jest inną charakterystyczną
zmianą, która występuje w czasie przechowy-
wania plemników w.warunkach tlenowych.

Porównawcze aspekty biologii plemnika

Jak wszęd,zie w bi,ologii znaczenie podejścia
porównawczeg,o do problemów zw,iązanych z
gametami mięskimi, zostało wcześnie d,oceni,o-
ne. PogJ.ąd ten znalazŁ gorących ob,rońców mię-
dzy liczny.mi pionieramt, włączając w to Emi-
la Godlewskiego, którego p,racownia w K,rako-
wie wniosła pod tym względem wiele cennych
danych. od 1,ego czasu ,ogromne p,ostępy Zo,Sta-

łv dokonane w badaniach porównawczych na
plemnd,kach, których przegłąd zostŃ podany w

- 1975 r, w prrb!.ikacii Lirrnean So,ciety w Lon-
dynie w dziele .,The Biology of the Male Ga-
mete" - materiałv te obejmują nie tylko
zwierzęta ale gamety rośłin.

Przy wyst-twaniu ogólnych hipotez, związa-
nych z takimi zjawiskami iak ruchliwość plem-
rr,ików, przeżywalność albo metabolizm rnusi-
my bvĆ specia,lnie ostrozni. W związku z tyrrr
chciałbyrn wspomnieć o moich własnych do-
świadczeniach W mojei wcześniejszej pracy
z nasieniem buhal'a i tryka mogłem wykazać,
ze plen-rniki mogą przeżywać beztlen,owo prze-
kształcając cukier nasienia, fruktozę w L (*)
kwas mlekowy (9), ale ostatnio w czasie badań
nad beztlenowym przeżywaniem plernników u
Octopusa w Północnym Pacyfiku stwierdziliś-
my, że te plemniki mogą korzystać z inneg,o
metabolizmu, przekształcając glikogen w D
(-) kwas mlekowy (11).

Ten m,oze niepełny przegląd tkilku ostatnich
osiągnięć w b,iologii gamet męskich mam na-
dzieję da pewien wgląd w drogi, którymi bie-
gnie postęp w tej dzie,dzinie.
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Tlużnaczul : władu slau Bielańskż

HARKNESS J. W., PATTISON A. M., SCOTT A. C.:
Wirqs zakaźnego zapalenia torby Fabrycjusza: mor-
fologia wirusa w mikroskopie elektronowym po wy-
barwieniu negatywnym. (Infectious bursal disease
agent: rnorphology by negative stairr electron micro-
scopy), Archives Virology, 48, 63-?5, 1975 (1).

Wirus zakaźnego zapalenia torby Fabrycego w pre-
paratach z mikroskopu elektronowego wybarwionych
negatywnie występuje jako drobne cząsteczki o wy-
rniarach 18-20 nm i jako cząsteczki większe o wy-
miarach 55-64 nm. Wirion o kształcie heksagonal-
rnym zawiera 4 identyczne jednostki ułożone na kra-
wędzi heksagonu. Kapsomery o v,z},miaraclr 8-9 nm
mają kształt sfery,czny }ub cylindry,czny, W prepa-
ratach wirusa oczyszczanych rv gradiencie sacharozy
cząsteczki wirusa są oitoczone błoną komórkową, któ-
ta tworzy pseudo otoczkę. Badania w duży,m porłlięk-
szeniu wykazały, że małe cząsteczki składają się z 4
podjednostek o średnicy równej średnicy kapsomerów,
rvchodzacych w skład dużych cząsteczek wilru56*u"1,
Morfologia wirusa zapalenia torby Fabrycjusza w pre-
paratach rvybarwionych negatywnie wykazuje duże
podobieństwo z morfologią wirusa bleutongue i wi-
rusa martwicy trzustki pstrągów.
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